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  چكيده
سـمي در بيمـاران سـوخته ترين عوامل عفونت زخم و سـپتي عنوان يكي از مهم ا به  سودوموناس آئروژينوز :هدف
كارهاي عملي بـراي مقابلـه بـا ايـن بـاكتري محـسوب عنوان يكي از راه درماني به توسعه ايمني . شودمحسوب مي 
، كموتاكسي و زايي باكتري، نقش مهمي در اتصال، حركت ترين عوامل بيماري عنوان يكي از مهم فلاژل به . شود مي
بـادي ضـد تهيه آنتـي . استعنوان كانديد واكسن مطرح  دارد و از اين رو به 5RLTتحريك پاسخ ايمني با واسطه 
  . حفاظتي آن در مدل موش سوخته هدف اصلي اين مطالعه استرثاآفلاژلين و بررسي 
هاي ضد فلاژلـي در  بادي آنتي.  شد هاي فلاژلي توسط اولتراسانتريفوژ تهيه  ژن در مرحله اول آنتي :هامواد و روش 
دست آمده براي  هاي به بادي اختصاصي بودن آنتي. هاي آن توسط پديده جذب جدا شد خرگوش توليد و ناخالصي
 از )05DL(پس از تعيـين حـداقل دوز كـشندگي . هاي آگلوتيناسيون بررسي شد هاي فلاژلي توسط آزمون  ژن آنتي
هـاي سـوخته زايي غيرفعـال در مـوش سرم ضد فلاژلي براي انجام ايمني  آنتيهاي متفاوتي از سويه مد نظر، رقت 
ها در پوست و كبد تعيين ميزان انتشار و پخش باكتري از محل سوختگي با بررسي كمي تعداد باكتري . دشتزريق 
يني  و يك ايزولـه بـال 301AP سودوموناس آئروژينوزا، سويه 35872 CCTAدر اين تحقيق علاوه بر سويه . شد
  . آگلوتيناسيون استفاده شدهاي براي آزمايشنيز 
سـويه هاي سوخته شده و چالش شده با  درصد موارد جلوي مرگ و مير موش 08 توانست در Hسرم  آنتي :نتايج
هاي موجود در بافت كبد و پوست نشان داد كـه تعـداد  همچنين شمارش تعداد باكتري.  را بگيرد35872 CCTA
  .استدار كمتر  صورت معني هاي تحت آزمايش در مقايسه با گروه كنترل به اي موشه ها در بافت باكتري
 و  سـودوموناس بـا مهـار تهـاجم بـاكتري يهاي ضـد فلاژل  ـ بادينتايج اين تحقيق نشان داد كه آنتي  :گيري نتيجه
  .توانند در برابر عفونت ناشي از زخم سوختگي اثر حفاظتي داشته باشد اوپسونيزه كردن آن مي
  
  بادي ، اولتراسانتريفوژ، سوختگي، آنتيفلاژل سودوموناس آئروژينوزا، :كليدواژگان
  
  مقدمه-1
هاي زيادي كه در درمان بيمـاران سـوخته با وجود پيشرفت 
  عنـوان يكـي از هـا بـه وجود آمده است، هنوز هم سـوختگي  به
  
. شودترين عوامل مرگ و مير در جوامع بشري محسوب مي  مهم
  ها، عفونت زخـم ترين عوارض مطرح در سوختگي يكي از مهم 
  
   و همكارانمحسن ارزنلو  هاي ضد فلاژلي سودوموناس بادي  حفاظتي آنتيرثاآ
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شود عفونت، عامل بيش طوري كه گفته مي  به است؛ناشي از آن 
طـي [. 1 ]اسـت  درصد مرگ و ميرهاي بعد از سوختگي 57از 
هـاي سـوختگي تغييـر پيـدا چند دهه اخير الگوي عفونت زخم 
اي ــن م ــسئله ش ــايد ب ــه دلي ــل ازدي ــاد م ــصرف . ك ــرده اس ــت
سـودوموناس آئروژينـوزا . هاي با طيف وسيع باشد  بيوتيك آنتي
زاي عنوان دومـين بيمـاري   به)asonigurea sanomoduesP(
ها و سومين بـاكتري مطـرح در پزشـكي بسيار رايج در جراحي 
سودوموناس آئروژينوزا باسيل گرم منفي فرصت طلبـي [. 2 ]است
 متنـوعي )ecneluriV(است كه با اسـتفاده از عوامـل ويـرولانس 
سـاكاريد، ، ليپـوپلي )allegalF(هـا، فـلاژل ها، آنزيم چون توكسين 
ه ــاي ت ــشخيص  ، مولك ــول)etaniglA(، آلژين ــات )iliP(پيل ــي 
  هـ ــاي ترشـ ــحي  ، سيـ ــستم)gnisnes murouQ(حدنـ ــصاب 
اي چـون سيـستيك  هـاي زمينـه در مبتلايـان بـه بيمـاري[ 3... ]و 
 ه ــاي م ــزمن ري ــوي،  ، عفون ــت)sisorbif citcyC(فيب ــروزيس 
، ســ ــوختگي، نئــ ــوپلازي )eisatcehcnorB(برونــ ــشكتازي 
، ديابـــت، ايـــدز )eineportueN(، نـــوتروپني )eisalpoeN(
...  و )SDIA :emordnyS ycneicifedonummI deriuqcA(
ماهيـت [. 5، 4]كنـد مـي اي ايجـاد هاي شديد و كشنده  عفونت
طبيع ــي و اكت ــسابي اي ــن ارگاني ــسم در مقاوم ــت ب ــه ان ــواع 
دنبـال هـاي جديـد باعـث شـده كـه محققـين بـه بيوتيـك  آنتي
هـاي منظور درمـان و پيـشگيري از عفونـت هاي نويني به  روش
 تـاكنون 0691هـاي  از سـال بنابراين. ناشي از اين باكتري باشند 
زايـي و هـاي ايمونولوژيـك براسـاس بيمـاري استفاده از روش 
عنـوان يـك هاي جديد به  بيوتيكعوامل ويرولانس در كنار آنتي 
  [.6] بوده است مورد توجهروش مهم و اساسي 
سودوموناس آئروژينوزا داراي يك فلاژل قطبي است كه از 
.  تشكيل شده اسـت )nillegalF(« فلاژلين»واحدهاي پروتئيني 
 و aژنـي فلاژلين در اين باكتري تنها داراي دو تيپ اصلي آنتـي 
قيه  و ب aها داراي فلاژلين تيپ  درصد سويه 06[. 8، 7 ]است b
 چندين a داراي يك سروتايپ، ولي تيپ bتيپ .  هستند bتيپ 
 از نظر ساختار اوليـه bو a هاي  اگرچه تيپ[. 7]سروتايپ دارد 
 درصـد اخـتلاف دارنـد ولـي بـين فلاژلـين همـه 53ژنـومي 
 هومولـوژي بـالا و واكـنش ، سودوموناس آئروژينوزا يها سويه
عنوان يـك ژل به متقاطع وجود دارد و اين امر باعث شده كه فلا 
  [.8]كانديد واكسن مطرح باشد 
، اتـصال )sixatomehC(فلاژل باعث حركت، كموتاكسي 
ه ــا و  ب ــاكتري ب ــه س ــلول )noitazinoloC(و كلونيزاس ــيون 
فلاژل و فلاژلين خالص شـده [. 9]شود هاي ميزبان مي  مولكول
 در اكثـر 1MGويـژه هـاي گليكوليپيـدي بـه توانند به گيرنده  مي
اخيـراً نقـش مهـم فـلاژل [. 9] مخاطي متـصل شـوند غشاهاي
 و )ainomuenp etucA(عنوان عامل ايجـاد پنومـوني حـاد  به
ه ــاي عن ــوان عام ــل الته ــاب ري ــوي در عفون ــت فلاژل ــين ب ــه 
و مـشخص [ 01]سودوموناس آئروژينوزا به اثبات رسيده است 
شده كه باكتري علاوه بر فلاژل، در طول مرحله رشد طبيعـي و 
 فلاژلين با اتصال به [.3]كند قاديري فلاژلين ترشح مي عفونت م 
هـاي  ، روي سلول)5 rotpecer ekil-lloT( 5RLTگيرنده خود، 
فاگوسيت و پوششي، باعث يك پاسخ التهابي قوي شـامل ترشـح 
، مـــــاتريليزين )8-LI :8-nikuelretnI( 8 -اينترلـــ ــوكين
شـود  مي و غيره )nisnefed-eteB( ديفنسين -، بتا )nisylirtaM(
رسـان التهـابي، ترشـح سازي مسيرهاي پيام همچنين در فعال [. 3]
هـا التهابي و مهاجرت نوتروفيل  پيش )senikotyC(هاي  سايتوكين
 در ايجاد التهاب و عفونت حاد با فلاژل بدين ترتيب نقش دارد و 
و حتـي در برخـي از مطالعـات از [ 21، 11، 3]كنـد همكاري مي 
[. 31] استفاده شده است )tnavujdA(انت عنوان ادجو فلاژلين به 
هاي ضد فلاژلي سودوموناس آئروژينوزا و  باديتهيه و توليد آنتي 
زايـي  حفاظتي آن در مـدل مـوش سـوخته در ايمنـي رثاآبررسي 
  .استغيرفعال هدف اصلي اين مطالعه 
  
  ها  مواد و روش-2
 تهيه سـويه سـودوموناس آئروژينـوزا و -1-2
  شناسايي آن
 از 35872 CCTAدوموناس آئروژينـ ــوزا سـ ــويه سـ ــو
آزمايشگاه رفرانس بيمارسـتان بـوعلي دانـشگاه علـوم پزشـكي 
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هـاي شهيد بهشتي تهيه و براي تأييد سويه مورد نظـر از آزمـون 
اكـسيداز، آرژنـين دهيـدرولاز، بررسـي حركـت، اكـسيداسيون 
   فـلاژل، رشـد در دمـاي ، بررسي وجـود FOحيط گلوكوز در م 
  [.61-41] رنگدانه استفاده شد  درجه و توليد24
  
  هاي فلاژلي ژن  تهيه آنتي-2-2
ف ـلاژل سـودوموناس آئروژين ـوزا براسـاس روش هول ــدر 
سويه مورد نظر توسـط يـك سـواپ [. 71]د ش تهيه )redloH(
 كشت داده )ragA yoS esacitpyrT( ASTاستريل، در محيط 
ه گراد انكوب  ـ درجه سانتي 03 ساعت در دماي 71مدت شد و به 
هـا بـه آرامـي توسـط يـك پيپـت بعد از اين مدت، كلوني . دش
بع ــد از . دش ــآوري پاس ــتور اس ــتريل از روي مح ــيط جم ــع 
  هـاي پلاسـتيكي بـه حجـم ها به درون لولـه آوري، كلوني  جمع
مـدت دست آمده به سوسپانسيون به . ليتر انتقال داده شد  ميلي 05
يفوژ و مـايع گراد سـانتر  درجه سانتي 4 در 0054 g دقيقه با 51
   مـولار، 0/1) رسوب حاصـل در بـافر فـسفات .شدرويي جدا 
براي جدا كردن فلاژل، سوسپانسيون باكتري . حل شد ( ~Hp 7
( سـي بـافر فـسفات  سـي 001 گرم وزن مرطوب باكتري در 6)
 توسـط همـزن لولـه 0052 g دقيقه با دور متوسـط 1/5مدت  به
دسـت آمـده  به در مرحله بعد سوسپانسيون باكتري . مخلوط شد 
  هـاي پلاسـتيكي  سـي ب ـه لول ـه  سـي03هـاي  توسـط سـرنگ
ليتـري مخـصوص اولتراسـانتريفوژ انتقـال داده شـد و  ميلي 63
گـراد توسـط  درجـه سـانتي 4 در 00061 g دقيقه با 51مدت  به
مـايع رويـي كـه . دش ـ سـانتريفوژ )namceB(اولتراسانتريفوژ 
 اسـت جـدا و هـاي فلاژلـي  ژنعاري از باكتري و حاوي آنتـي 
گـراد  درجـه سـانتي 4 در 00004 g ساعت در 3مدت دوباره به 
بعد از پايان اين مدت مايع رويي خـالي شـد و . دشسانتريفوژ 
رسوب بسيار كـوچكي كـه در تـه لولـه تـشكيل شـده بـود در 
د و در حضور آب مقطر دياليز شده شمقداري بافر فسفات حل 
  .گراد نگهداري شد  درجه سانتي-08و براي كارهاي بعدي در 
  
  سرم در خرگوش  تهيه آنتي-3-2
گرم از وزن مرطوب محلـول  ميلي 001سرم، براي تهيه آنتي 
سي از  سي 0/5سي از محلول نرمال سالين و  سي 0/5پروتئين با 
 )tnavujda etelpmoc s’dnuerF(ادجوانـت كامـل فرونـد 
 تـا بـه شـد مخلوط و چندين بار بـا فـشار از درون سـرنگ رد 
در اين مطالعه چهـار عـدد خرگـوش . الت امولوسيون درآيد ح
خـون غيـرايمن . شداستفاده ( تهيه شده از انستيتو پاستور ايران )
ژن آمـاده آنتـي . ها گرفته شـد ژن از خرگوش قبل از تزريق آنتي 
كـه غالبـاً در )شده در چهار نقطه متفاوت در پـشت خرگـوش 
عنـوان ن روز بـه اي  ـ. دش ـتزريق ( استهاي لنفاوي نزديكي گره 
گـرم از وزن  ميلـي 001همچنـين . روز صفر در نظر گرفته شـد 
سي از محلول نرمال سـالين  سي 0/5با  مرطوب محلول پروتئين 
عنـوان سي از ادجوانت ناقص فرونـد مخلـوط و بـه  سي 0/5و 
. شـدهـاي دوم و چهـارم اسـتفاده  دوزهـاي ي ـادآور در هفتـه
در . ر خونگيري شدند  روز پس از هر دوز يادآو 41ها  خرگوش
. سي خون از قلب خرگوش گرفته شـد  سي 52هر نوبت حدود 
 درجـه و 73سرم خون پس از نيم ساعت انكوباسيون در دماي 
  [.81] نگهداري شد -02به دنبال سانتريفوژ تهيه و در دماي 
  
منظور حذف سرم تهيه شده به  جذب آنتي -4-2
  هاي غيراختصاصي فلاژله بادي آنتي
  بادي باكتريايي ضد فلاژله هيه آنتي ت-1-4-2
هـاي فلاژلـي،  باديهاي غير از آنتي  باديبراي برداشت آنتي 
   IHBابت ــدا رس ــوب حاص ــل از ك ــشت ب ــاكتري در مح ــيط 
 و 0024 gبا استفاده از سانتريفوژ در  )noisufnI traeH-niarB(
 بعد از شستشو با نرمال سـالين . دشگراد جدا  درجه سانتي 4تحت 
 001 ساعت در 2/5مدت يفوژ مجدد، رسوب باكتري به و سانتر 
هاي فلاژلي از بين  ژنگراد حرارت داده شد تا آنتي درجه سانتي 
بعد از سانتريفوژ، رسـوب حاصـل حـاوي جـسم [. 81]بروند 
   درصد فرمـالين 0/3باكتري بدون فلاژل در نرمال سالين حاوي 
  
   و همكارانمحسن ارزنلو  هاي ضد فلاژلي سودوموناس بادي  حفاظتي آنتيرثاآ
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ل و هـاي زنـده ح ـ جلـوگيري از رشـد احتمـالي بـاكتري براي
 بعـد از ايـن مـدت، . روز در دماي اتاق نگهداري شد 3مدت  به
د و پـس از سـه بـار ش ـ جدا وسيله سانتريفوژ  به رسوب حاصل 
شستشو با سرم فيزيولوژي استريل و به حداقل رساندن فرمالين 
هـاي باكتريـايي فاقـد  ژندر محصول نهايي رسوب حاوي آنتي 
مقادير [. 81 ]شداده  بعدي استف هايفلاژلين براي انجام آزمايش 
هـاي بـادي  جذب آنتـي براي، (Fسرم  آنتي)سرم اوليه زيادي ازآنتي 
(  گـرم وزن مرطـوب 1)غيراختصاصي ضد فلاژلين با مقادير زياد 
بـادي ضـد باكتري حرارت ديده فاقد فلاژله مخلوط شـد تـا آنتـي 
  (.Hسرم  آنتي)دست آيد  فلاژله با خلوص بيشتري به
  
 و تيتراس ـيون )noitanitulggA(  آگلوتيناس ـيون-5-2
  سرم جذب شده آنتي
ژن و هاي مطلوب غلظت آنتي  تعيين نسبت -1-5-2
  بادي سرم براي جذب آنتي آنتي
سـرم بـا دست آوردن شرايط مطلوب واكـنش آنتـي براي به 
 جلــوگيري از پديــده پــروزون بــراي]ژن باكتريــايي  آنتــي
 0/5، 0/52، 0/21سرم با مقادير سي آنتي ، يك سي [)enozorP(
 درجـه 73 گـرم وزن مرطـوب سـلول ب ـاكتري در دمـاي 1و 
 51مـدت  از آن به پس .دش دقيقه مجاور 54مدت گراد به  سانتي
د و بي ــشترين ش ــ دور در دقيق ــه س ــانتريفوژ 0053دقيق ــه در 
ژن باكتريـايي كـه حـداكثر  غلظتي از آنتي عنوان بهآگلوتيناسيون 
  .دشانتخاب جذب را نشان داد براي كارهاي بعدي 
  
   انجام آزمايش آگلوتيناسيون-2-5-2
   تحـت دمـاي AST فلاژلـه در محـيط دارايابتدا بـاكتري 
گراد كشت داده شد و سوسپانسيوني از باكتري  درجه سانتي 73
 در 1 درصد نمك طعام با جذب نـوري معـادل 8/5در محلول 
 ميكروليت ــر از اي ــن 05.  ن ــانومتر تهي ــه ش ــد 006ط ــول م ــوج 
سـ ــرم در درون  آنتـ ــي  ميكروليتـ ــر از05ن بـ ــا سوسپانـ ــسيو
 درجـه 73اي مخلـوط و در دمـاي   خانـه69هـاي  ميكروپليـت
بعـد از ايـن مـدت .  ساعت قرار داده شد 42مدت گراد به  سانتي
بـراي . شـد يك قطره از آن در زير ميكروسكوپ نوري بررسي 
از ( 1/6904 ال ــي 1/2)ه ــاي دوگان ــه انجــام تيتراس ــيون رق ــت 
 آخرين تيتري كه آگلوتيناسيون داده بـود، ثبـت  و هسرم تهي  آنتي
  [.91]د ش
  
سـازي بـاكتري  حركت بررسي قدرت بي -6-2
 (Hسرم  آنتي)سرم جذب شده  توسط آنتي
از روش ممانعت از گسترش كلوني روي محـيط نيمـه جامـد 
   ABST مح ــيط نيم ــه جام ــد  ب ــه اي ــن منظ ــور از .اس ــتفاده ش ــد
 35872 CCTAاسـتاندارد  و سويه )ragA doolB yoS citpirT(
هـا  به ايـن ترتيـب كـه بـاكتري .دشو يك ايزوله باليني استفاده 
كدام در دو نقطه از پليت كشت داده شـدند اي، هر صورت نقطه  به
هـاي فلاژلـي  ژنسرم ضد آنتـي و يك فيلتر كاغذي آغشته به آنتي 
هـا قـرار داده شـد و روي نقطـه ديگـر فيلتـر روي يكي از نقطـه 
بعـد از . ته به سرم فيزيولوژي استريل قـرار داده شـد كاغذي آغش 
 ساعت در دماي آزمايشگاه ميـزان پخـش 42مدت انكوباسيون به 
  [.71 ] شديا عدم پخش كلوني در اطراف فيلترها ارزيابي
  
   مدل موش سوخته-7-2
 )redloH nalA naI(از مدل سوختگي ايـان آلـن هولـدر 
هاي مورد استفاده  وشم[. 02]براي ايجاد سوختگي استفاده شد 
 42-22 بودند كه وزني حـدود c/BLABدر اين مطالعه از نوع 
 ساعت 42ابتدا . گرم داشته و از انستيتو پاستور ايران تهيه شدند 
الگـويي از ورق . ها تراشيده شـد قبل از سوختگي، پشت موش 
بعـد از بيهـوش .  اينچ طراحـي شـد 1×1/5 در ابعاد آلومينيومي
، )enimatek-enisomyZ(كتـامين -ايموزينها با ز كردن موش 
 51مـدت  درصد بـه 69سي اتانول   سي0/5ناحيه عاري از مو با 
 درصد پشت موش متحمـل 03بدين ترتيب . ثانيه سوزانده شد 
سي سالين  سي 0/5بلافاصله حدود . شودسوختگي درجه دو مي 
استريل به شكل زيرجلدي در ناحيه سوختگي، براي جبران آب 
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هاي سوزانده شده با ايـن  موش. فته پوست تزريق شد راز دست 
هاي كـشنده سـودوموناس آئروژينـوزا روش، نسبت به عفونت 
شديداً حساس بـوده و حـداقل دوز كـشندگي در ايـن حالـت 
  [.02 ]استبسيار پايين 
  
 )05DL( تعي ــين ح ــداقل دوز ك ــشندگي -8-2
  35872 CCTAسويه 
 در 1/5×801)سوسپان ــسيوني مع ــادل ن ــيم م ــك فارلن ــد 
هـاي از باكتري در سرم فيزيولوژي تهيه شـد و رقـت ( ليتر ميلي
بع ــد از تق ــسيم . دش ــ از آن تهي ــه 701 و 601، 501، 401، 201
سي با سـواپ در   سي1تايي، از هر رقت  5هاي ها به گروه  موش
عنوان گروه شـاهد تنهـا يك گروه به . محل سوختگي تلقيح شد 
افت نكردند، كه در ايـن متحمل سوختگي شدند اما باكتري دري 
بـراي اثبـات مـرگ . ها در اثـر سـوختگي نمردنـد حالت موش 
هـاي بـافتي ها بر اثر تلقـيح بـاكتري، از نمونـه اختصاصي موش 
  .عمل آمد ، كشت ميكروبي به)yspotuA(كالبدشكافي شده 
  
  زايي غيرفعال  ايمني-9-2
 ضـد )lanolcyloP(كلونـال بـادي پلـي  درمـاني آنتـي آثار
 عليه عفونت سوختگي ناشي از سودوموناس آئروژينوزا فلاژلي
زايي غيرفعال ارزيابي شد، بدين ترتيـب كـه ابتـدا توسط ايمني 
ترتيـب زيـر قـرار  گروه بـه 5اي در  هفته 8 تا 6هاي ماده  موش
هـاي دوم و سـوم گروه اول سـرم رقيـق نـشده، گـروه : گرفتند
عنـوان م به  رقيق شده و گروه چهار 1/46 و 1/23ترتيب سرم  به
گروه كنترل تنها سرم خرگوشـي غيـرايمن و گـروه پـنجم نيـز 
ها  سرم. عنوان گروه شاهد تنها سرم فيزيولوژي دريافت كردند  به
عنوان يك عامل درمـاني بلافاصله پس از سوختگي و چالش، به 
 )laenotireP artnI( صفاقيصورت داخل  ، به(ايمني غيرفعال)
 7حـداقل . وختگي تزريـق شـدند اي دورتر از محل س در ناحيه 
د بـا توجـه بـه ش ـموش براي هر گروه مورد آزمايش تعريـف 
محاسـبات (  ساعت 21مرگ زودتر از )هاي غيراختصاصي  مرگ
  . موش از هر گروه انجام شد5روي 
  
  ها در پوست و كبد  بررسي تعداد باكتري-01-2
در گـروه آزمـايش از . دش ـدر دو گروه انجـام اين بررسي 
سرم  نشده استفاده شد و در گروه شاهد به جاي آنتي سرم رقيق 
 سـاعت بعـد از تلقـيح 82. دشـاز سـرم فيزيولـوژي اسـتفاده 
ها قطع نخاع شده زيرپوستي باكتري در جايگاه سوختگي، موش 
هاي كالبدشـكافي از پوسـت  بلافاصله نمونهو پس از كشته شدن 
رقـت هـا، چهـار بعد از يكنواخـت كـردن بافـت . دشو كبد تهيه 
  گـرم 1) از سوسپانسيون اوليه 1/00001و 1/0001، 1/001، 1/01
تهيـه شـد و (  درصد 0/9)در نرمال سالين استريل ( ليتردر ميلي 
.  انتقـال داده شـد ASTها روي محيط سي از آن  سي 0/1حدود 
گـراد، تعـداد  درجه سـانتي 73 ساعت انكوباسيون در 63بعد از 
  [.12]د شها در يك گرم بافت تعيين  كلوني
  
   تجزيه و تحليل آماري-11-2
هاي متفاوت از آزمـون آمـاري براي مقايسه نتايج بين گروه 
 براي تجزيـه و تحليـل آمـاري از و استفاده )AVONA(آنووا 
دار معنـي  ،0/50 كمتر از eulav-P. دش استفاده SSPSافزار  نرم
  .در نظر گرفته شد
  
   نتايج-3
  35872 CCTA شناسايي سويه -1-3
هاي بيوشيميايي مثل اكـسيداز،  سري آزمون استفاده از يك با
گـراد، آرژنـين دهيـدرولاز و  درجه سـانتي 24حركت، رشد در 
 تعيـين 35872 CCTA سـويه )ninaycoyP(توليد پيوسيانين 
آميزي فلاژلين با نيترات نقره وجـود فـلاژل را  رنگ. هويت شد 
ر در زيـر در ضمن حركت سويه مد نظ . در اين سويه تأييد كرد 
  [.32، 22]ميكروسكوپ نوري مشاهده شد 
   و همكارانمحسن ارزنلو  هاي ضد فلاژلي سودوموناس بادي  حفاظتي آنتيرثاآ
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ژن هاي مطلوب غلظت آنتـي  تعيين نسبت -2-3
  سرم براي جذب و آنتي
 گـرم وزن مرطـوب بـاكتري 0/52نتايج نشان داد كه غلظت 
 و 0/5، 0/21هـاي كشته شده توسط حرارت در مقايسه با غلظت 
  .تاس Hسرم   بهترين غلظت براي آگلوتيناسيون توسط آنتي1
  
سـرم  آنتي)سرم جذب نشده  آگلوتيناسيون با آنتي -3-3
  (Hسرم  آنتي)سرم جذب شده فلاژلي  و آنتي( F
هاي فلاژلي و  ژن هاي ضد آنتي بادي  شامل آنتيFسرم  آنتي
  نتـايج . اسـت  )citamoS(هـاي بـدني  ژنهمچنين ضد آنتـي 
  
 سرم هـم بـا  نشان داد كه اين آنتي Fسرم آگلوتيناسيون با آنتي 
هاي كشته شده توسط حـرارت هاي زنده و هم با سلول  سلول
در . دهـد  مياند، آگلوتيناسيون كه فلاژل خود را از دست داده 
 و 301AP، سويه 35872 CCTAاين مطالعه علاوه بر سويه 
 1 كـه نتـايج حاصـل در جـدول شديك ايزوله باليني مطالعه 
 نيـز Hسـرم نتايج حاصـل از آگلوتيناسـيون آنتـي . آمده است 
 بـا آن واكـنش 35872 CCTAنشان داد كه تنها سويه زنـده 
 واكنـشي Hسرم  با آنتي )301AP(سويه فاقد فلاژل . دهد مي
منفي بـودن آگلوتيناسـيون ايزولـه .  بود بينيقابل پيش نداد كه 
 نيز به متفـاوت بـودن تيـپ فلاژلـين آن Hسرم باليني با آنتي 
  .گردد برمي
 Hسرم   و آنتيFسرم  هاي سودوموناس آئروژينوزا با آنتي ون سويه بررسي آگلوتيناسي1جدول 
  هاي مورد آزمايش گلوتيناسيون با ارگانيسمآ
  نتي سرمآ  باكتري كشته شده با حرارت   باكتري زنده
  ايزوله باليني  301AP  35872 CCTA   ايزوله باليني  301AP  35872 CCTA
  +  -  +   +  -  + Fآنتي سرم 
  -  -  -   -  -  + Hآنتي سرم 
  
   بررسي ممانعت از حركت در محيط نيمه جامد-4-3
  هـاي فلاژلـي قـادر  ژنسرم ضـد آنتـي نتايج نشان داد كه آنتي 
همچنين مشخص . است جلوي گسترش كلوني در محيط را بگيرد 
هاي فلاژلي تهيه شده تنها قادر اسـت  ژنسرم ضد آنتي شد كه آنتي 
كـه  35872 CCTAجلـوي حركـت و گـسترش كلـوني سـويه 
 از آن تهيه ،سازيكار برده شده براي ايمن هاي فلاژلي به  ژن آنتي
شده بود را بگيرد و نتوانست جلوي گسترش سـويه غيرمـشابه 
همـراه نتـايج آگلوتيناسـيون اين نتايج بـه . ايزوله باليني را بگيرد 
 و ايزوله باليني 35872 CCTAنشان داد كه فلاژل در دو سويه 
  .استف از دو تيپ مختل
  
 حداقل دوز كشندگي سويه مورد مطالعه -5-3
  در موش سوخته
هاي سوزانده شده را  باكتري توانست همه موش 801تعداد 
 سه عدد و 701در همين مدت دوز .  ساعت بكشد 27در عرض 
بـا . بـين بردنـد  هـارا از  دو عـدد از مـوش 601 و 501دوزهاي 
سـويه مـورد  05DLمحاسبه فراواني مطلق و فراوانـي تجمعـي، 
نتايج حاصل از اين آزمـايش در .  در نظر گرفته شد 701مطالعه 
  .ه استمد آ2جدول 
  
  35872 CCTA هاي سوخته مرده در اثر تلقيح باكتري  توزيع فراواني موش2جدول 
  
 شاخص فراواني مطلق فراواني تجمعي
 801 5 5
 701 3 8
 601  2 01
 501 2 21
 401 0 21
 301 0 21
 201 0 21
 0 0 21
  
 حفاظت در برابر عفونت سودوموناس آئروژينوزا -6-3
  هاي فلاژلي در زخم سوختگي بادي توسط آنتي
سرم ضد فلاژلي اختـصاصي اسـت  نشان داد كه آنتي ها آزمايش
در هاي غيرفلاژلي در حد بـالايي  ژنهاي ضد آنتي  باديزيرا اولا ًآنتي 
  8831  زمستان4 شماره 21دوره   شناسي زيستي آسيب:  مدرس پزشكي علوممجله
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ه توسط حـرارت، از وسيله باكتري كشته شد سرم به جذب آنتي روش
حركـت و پخـش كلـوني در شـرايط از سرم جـدا شـد و ثانيـا ً آنتي
كننـده  محافظـت ثـر انتـايج .  ممانعـت شـد )ortiv nI(آزمايشگاهي 
ر گـروه كنتـرل كـه هـا د  درصد موش 001 نشان داد كه Hسرم  آنتي
سرم، سـرم خرگوشـي غيـرايمن دريافـت كـرده بودنـد، جاي آنتي  به
 درصد 001 دريافت كرده بودند، در 1/46 سرم هايي كه  موش. مردند
موارد در روز دوم از بين رفتند و همچنين اين ميزان مرگ و ميـر در 
گروهي كه سرم .  از سرم رقيق شده، در روز سوم رخ داد 1/23تيمار 
 02 درصد موارد زنده ماندند و تنها 08رقيق نشده دريافت كردند در 
  (.3جدول )ند ها در روز چهارم هلاك شد درصد آن
  
  سرم ضد فلاژله در موش سوخته هاي مختلف آنتي  مقايسه ميزان جلوگيري از مرگ و مير توسط رقت3جدول 
  
  راه تلقيح باكتري  دوز باكتري تلقيح شده )H(سرم ضد فلاژله  آنتي  تعداد مرگ و مير بر حسب روز
 5 4 3 2 1
  درصد مرگ و مير
   درصد02 1 - - - -  موضعي  1/5×801  سرم رقيق نشده
  درصد001 - - 1 2 2 موضعي  1/5×801   بار رقيق شده23سرم 
  درصد001 - - - 3 2 موضعي  1/5×801   بار رقيق شده46سرم 
  درصد001 - - - 1 4 موضعي  1/5×801  سرم خرگوشي غيرايمن
 گروه شاهد 
  (سوختگي بدون عفونت)
   درصد0 - - - - - - -
  
هـاي هـا در بافـت  كتري ارزيابي تعداد با -7-3
  پوست و كبد
 آن بـود كـه هـر گـرم پوسـت نـشانگر دست آمده نتايج به 
 باكتري 6/87±0/5هاي ايمن به ميزان كالبدشكافي شده از موش 
 7/6±0/46هـاي غيـرايمن بـه ميـزان  مـوش وبر پايه لگاريتمي 
ها از نظر آماري باكتري بر پايه لگاريتمي دارا بود كه اختلاف آن 
هـاي كبـد نيـز در مورد نمونه . دار است  درصد معني 5در سطح 
هـا، گـروه ايمـن شـده بعد از كالبدشكافي و شـمارش بـاكتري 
گروه غيرايمن به ميـزان و بر پايه لگاريتمي باكتري  1/50±0/32
  نيز ها كه اختلاف آن داشتبر پايه لگاريتمي  باكتري 2/11±0/3
  (.4دول ج)دار بود   درصد معني5از نظر آماري در سطح 
  
هاي ايمن شده  هاي موش هاي موجود در بافت  مقايسه تعداد باكتري4جدول 
 و ايمن نشده پس از كالبد شكافي
  
هاي  تعداد موش   *)MES+gol(شمارش كمي 
  كبد پوست  آزمايش شده
 1/50±0/32 6/87±0/5 5  Hسرم  آنتي
سرم خرگوشي 
 غيرايمن
 2/11±0/3 7/6±0/46 5
 )MES gol( naem cirtemoeG*
   بحث-4
تـرين عوامـل عنوان يكي از مهـم سودوموناس آئروژينوزا به 
هـاي بيمارسـتاني در طيـف وسـيعي از بيمـاران داراي  عفونـت
ها، مبتلايان به سيستيك فيبروزيس و ضعف ايمني مثل سرطاني 
زايي اين باكتري بسيار فـراوان عوامل بيماري . استها  سوختگي
 ايمونـوژن  يـك  كـه اسـت  فـلاژل هـا  آنتـرين  يكي از مهـم و
هـاي  ژن  از آنتيدر بررسي حاضر  .است قوي )enegonummI(
فلاژلي براي واكسيناسيون فعال در مدل موش سـوخته اسـتفاده 
ابـر عفونـت سودوموناسـي  را در بر ميزبـان شد كه قـادر اسـت 
 در افراد مبـتلا بـه ي درمان  روش  اين نوع  از  اخيرا .حفاظت كند 
از [. 42، 6-4، 2، 1 ]وزيس نيز استفاده شده است سيستيك فيبر 
جايي كه نتايج مناسبي از فرم فعال واكسيناسيون گرفته شـده  آن
هـاي ضـد بـادي توان عنوان كرد كـه اسـتفاده از آنتـي است مي 
هـاي توانـد حفاظـت مناسـبي در برابـر عفونـت فلاژلي نيز مي 
 و توليـد هـا بعد از جدا نمودن فلاژل . سودوموناسي داشته باشد 
هاي آگلوتيناسـيون بـراي تأييـد بادي عليه آن، نتايج آزمون  آنتي
نـشان داد كـه ( Hسـرم آنتـي )هاي ضد فلاژلي  باديوجود آنتي 
هاي زنده و هم خوبي، هم با سلول  يا جذب نشده به Fسرم  آنتي
   و همكارانمحسن ارزنلو  هاي ضد فلاژلي سودوموناس بادي  حفاظتي آنتيرثاآ
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دهد و تيتـر آن هاي كشته شده توسط حرارت واكنش مي  سلول
اين . ردهاي باكتري تغييري ندا  لولقبل و بعد از حرارت دادن س 
هـاي ضـد بـادي  علاوه بـر آنتـي Fسرم نتايج نشان داد كه آنتي 
اين يافته كـاملاً بـا . هستهاي ديگر نيز فلاژلي داراي ناخالصي 
نتـايج [. 52] مطابقـت داشـت )gnorsnA(هاي آنـسرنگ  يافته
هاي كـشته  توسط سلول Fسرم آگلوتيناسيون بعد از جذب آنتي 
هاي غيراختـصاصي  باديوسيله حرارت نشان داد كه آنتي  بهشده 
 Hسـرم سرم جذب شده يا آنتـي  زيرا آنتي ؛انداز سرم جدا شده 
 بررسـي همچنين نتـايج . دهدهاي زنده واكنش مي تنها با سلول 
هـاي زنـده را تواند سـلول  نمي Hسرم  نشان داد كه آنتي حاضر
 غيرمـسلح مـشاهده خوبي آگلوتينه نمايد كه بتـوان بـا چـشم  به
هاي توليد شده  بادينمود، اين مسئله ناشي از اين است كه آنتي 
 كـه يـك هـستند  GgI از نـوع اغلبعليه فلاژلين در خرگوش 
  بـودن ايتـك رشـته همـراه اين عامل به . بادي ناقص است  آنتي
س ــودوموناس آئروژين ــوزا باع ــث ف ــلاژل  )suohcirtonoM(
[. 52، 81] مـشخص نـشود خـوبي شود كه آگلوتيناسيون بـه  مي
 b و aفلاژلين سودوموناس آئروژينوزا شـامل دو تيـپ اصـلي 
كدام از ايـن سرم عليه هر اند كه آنتي دانشمندان نشان داده . است
، 01، 6]كنـد ها، تنها سويه همولوگ خود را آگلوتينـه مـي  تيپ
هـاي توليـد شـده بـادي نتايج اين تحقيق نشان داد كه آنتي [. 62
هاي فلاژلي قادرند از حركـت بـاكتري در شـرايط  ژنعليه آنتي 
 در ض ــمن توان ــست ق ــدرت .آزماي ــشگاهي جل ــوگيري كن ــد 
. زايي سويه مربوط را در مدل موش سوخته پـايين آورد  بيماري
 قادر اسـت ميـزان Hسرم  كه آنتي ه شد در اين تحقيق نشان داد 
  .  درصد پـايين بيـاورد 08هاي ايمن شده را تا مرگ و مير موش 
  
، تيمار سرم رقيق نشده بيشترين اثـر Hسرم با توجه به تيتر آنتي 
  حفاظتي را داشت كـه اخـتلاف آن بـا گـروه كنتـرل در سـطح 
 )ekarD(نتايج اين تحقيق با نتايج درك . دار بود  درصد معني 5
جنبه ديگري كه براي [. 81] مطابقت داشت )eitnoM(و مونيته 
توان بيان نمود ايـن ژلي مي هاي فلا  باديتوجيه اثر حفاظتي آنتي 
 با اوپسونيزه نمودن باكتري، باعث تـسهيل Hسرم است كه آنتي 
ها توسـط  باعث كشته شدن باكتري بنابراين ؛شودفاگوسيتوز مي 
هـا كـاهش شود در نتيجـه تعـداد كـل بـاكتري ها مي  فاگوسيت
  [.62]يابد  مي
ضد هاي  بادي آنتي طور كه  هماننتايج اين تحقيق نشان داد، 
 35872 CCTAژن فلاژلين سودوموناس آئروژينوزا سويه  آنتي
 حركت باكتري را بگيرد يدر شرايط آزمايشگاهي توانست جلو 
و مانع گسترش كلوني در محيط نيمه جامـد شـود، در شـرايط 
هاي سوخته و   نيز ميزان مرگ و مير موش)oviv nI(داخل بدن 
 گسترش باكتري به از آلوده شده با باكتري را پايين آورد و مانع 
هاي  باديتوان نتيجه گرفت كه آنتي اين مي بنابر. دوكبد حيوان ش 
ژن فلاژلين سودوموناس موجب مهار تهاجم باكتري و ضد آنتي 
  .شود ميها  انتشار آن از بافت سوخته به ساير اندام
  
   تشكر وقدرداني-5
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شگاه تربيت مدرس كه حمايت مالي اين طرح را در پزشكي دان 
نامه كارشناسي ارشد بر عهده داشـته اسـت تقـدير و قالب پايان 
  .شود تشكر مي
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